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摘要 :【 目的 】 克 隆 、 表达 纯化 出 家 蚕 Bombyx mori 蚕 肾 过 敏 原 蛋白 CPH30 (cuticular protein 

30 precursor) ,并 对 其 进行 免疫 学 鉴定 及 B 细胞 抗原 表 位 预测 。【 方 法】 通过 蛋白 组 学 
法 分 析 CPH30 蛋白 的 潜在 过 敏 原 性 ,人 工 化 学 合成 该 蛋白 基因 ,将 基因 连接 到 pET-28a 载体 上 ， 

重 ee Escherichia coli BL21 ,IPTG 诱导 基因 表达 。 通 过 镍 亲 和 层 析 获 取 高 纯度 

蛋白 ,用 Western blot 方法 对 蛋白 进行 免疫 学 鉴定 。 通 过 DNAStar 软件 分 析 其 潜在 的 B 细胞 表 位 。 

【 结果】 成 功 构建 出 CPH30 基因 的 表达 载体 ;表达 纯化 出 CPH30 2 SDS-PAGE 电泳 结果 显示 分 

子 量 为 25 kDa 左右 ;Western blot 结果 显示 ,CPH30 有 蛋白 与 家 蚕 过 敏 患 具有 IgE 结合 性 ,证 明 

CPH30 具有 免疫 原 性 ;利用 DNAStar 软件 成 功 分 析出 氨基 酸 序列 第 -69 本 150 -158 位 为 潜在 

的 B 细胞 表 位 。 论 ] 成 功 克 隆 表 达 出 CPH30 蛋白 ,并 成 功 鉴定 出 其 免疫 原 性 ,为 家 蚕 蚕 肾 过 敏 

人 疫苗 治疗 黄 定 理论 基础 。 
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analysis of allergen CPH30 in silkworm (Bombyx mori) pupae 
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Abstract: [Aim) To obtain the recombinant allergen CPH30 in pupae of the silkworm, Bombyx mori, 
and to detect its immunogenicity. 【 Methods) The potential allergenicity of CPH30 protein was analyzed 
with proteomic methods. The CPH30 gene was synthesized by chemical method and introduced into pET- 
28a vector. The expression of the recombinant CPH30 was induced by IPTG. The allergenic activity of 
CPH30 protein was detected by Western blot. The potential B cell epitopes were analyzed using 
DNAStar. 【Results】After induction with IPTG, CPH30 protein was largely expressed in Escherichia coli 
Rosetta and purified by affinity chromatography. The molecular weight of the recombinant CPH30 protein 
is 25 kDa. The CPH30 protein show a high IgE binding activity with the serum from silkworm-allergic 
patients, indicating that the recombinant CPH30 protein has immunogenicity. Prediction result using 


DNAStar software showed that the potential B cell epitopes of CPH30 are located between the 57th - 69th 
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and 150th - 158th amino acids .【 Conclusion 】The purified CPH30 has high purity and immunogenicity. 


This study lays a foundation for the specific diagnosis ，vaccine treatment and further experimental studies 


of allergic diseases caused by silkworm pupae. 
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家 得 Bombyx mori 又 称 " 桑 符 ”, 属 鳞 却 目 鼻 蛾 
科 (Zhao et al., 2015 ) 。 幼 虫 灰白 色 , 食 桑 时 , 旷 皮 4 
次 , 吐 丝 做 草 , 变 成 褐色 的 肾 , 肾 变 成 看 蛾 ,看 蛾 交尾 
产 卵 后 死去 。 肾 是 幼虫 向 成 虫 过渡 的 变态 阶段 。 看 
肾 别 名 “小 蜂 儿 ” ,本草 纲 目 和 中 国医 学 大 辞典 等 将 
和 蛋 晴 作为 中 药 收 录 。 现 代 医 学 证 明 , 鼻 晴 是 极 理想 
的 高 蛋白 保健 食品 ,其 脂肪 中 所 含 丰 富 的 不 饱和 脂 
肪 酸 、 甘 油脂 以 及 卵 磷脂 、 省 醇 \ 脂 溶性 维生素 等 ,对 
脂肪 肝 和 糖尿 病 患者 具有 良好 的 辅助 疗效 ( 邓 明 
鲁 , 2007) 。 
随 着 蛋 晴 食用 人 数 的 普遍 增加 ,关于 食用 香 师 
而 引发 过 敏 的 报道 屡见不鲜 ( 蔡 国 胜 和 和 毛 叶 风 ， 
1990; Mori et al., 1991; Zuo et al., 2015 ) 。2006 
年 ,深圳 大 学 过 敏 与 变态 反应 研究 所 利用 Western 
blot 技术 对 家 和 蛋 鼻 师 过 敏 原 进 行 了 初步 鉴定 , 发现 
其 30 和 80 kDa 左右 蛋白 为 其 致 敏 条 带 ( 张 杰 等 ， 
2006)。 但 是 目前 国内 外 对 于 家 蛋 看 肾 过 敏 原 蛋 白 
的 成 分 的 研究 甚 少 。 本 课题 组 通过 蛋白 组 学 的 方法 
分 析 鉴 定 出 CPH30 蛋白 为 其 潜在 过 敏 原 ( 男 文 报 
道 )。CPH30 是 家 大 假定 表皮 和 蛋白 家 族 的 成 员 , 有 
研究 发 现 该 家 族 的 蛋白 不 但 参与 家 看 表 皮 的 形成 ， 
影响 家 大 的 食性 ( 李 娟 , 2013 ) 。 本 实验 克隆 家 看 
CPH30 基因 ,构建 其 原核 表达 载体 , 旨 在 将 其 蛋白 
表达 出 来 ,进一步 鉴定 其 过 敏 原 性 ,并 通过 生物 信息 
学 的 方法 分 析 其 抗原 表 位 ,为 家 看 过 敏 原 蛋 白 的 研 
究 提 供 进一步 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 材料 

家 答 乍 晴 由 广东 省 农业 科学 院 乍 业 与 农产品 加 
工 研究 所 提供 。 家 和 蛋 饲 养 条 件 如 下 :1 龄 幼虫 饲养 
温度 控制 在 28%C ,相对 湿度 为 85% ~90% ;2 -3 龄 
幼虫 饲养 温度 控制 在 26 ~27C ,相对 湿度 为 80% ~ 
95% ;4 龄 幼虫 饲养 温度 控制 在 25 ~ 26Y ,相对 湿度 
为 70% ~75% ;5 龄 幼虫 饲养 温度 在 24 ~ 25Y , 相 
对 湿度 为 70% 。22 例 家 看 过 敏 患者 血清 和 10 例 正 
常人 血清 取 自 中 国 协和 医科 大 学 变态 反应 科 , 分 装 
后 -807 保存 。 























































































































1.2 主要 仪器 和 试剂 

Ni-NAT matrix 柱 ( 美 国 GE 公司 ); 电 泳装 置 
(Bio-Rad 公司 ); HRP 标记 的 鼠 抗 人 IgE 二 抗 ( 美 
Southern Biotech 公司 )。 
1.3 基因 合成 和 克隆 载体 的 构建 

从 NCBI 网 站 上 获得 家 蚕 CPH30 蛋白 的 基因 序 
列 (GenBank 登录 号 : NM_001173277. 1) , 交 由 生 工 
生物 工程 ( 上海) 有 限 公 司 利用 重 县 延伸 PCR 技术 
人 工 合 成 该 基因 ,并 将 其 连接 至 克隆 载体 pMD18-T 
并 进行 了 测序 鉴定 。 将 合成 好 的 基因 将 其 连接 至 克 
隆 载体 pPMD18-T。pMD18-T-CPH30 阳性 质粒 与 原 
核 表 达 载 体 pET-28a 分 别 用 限制 性 内 切 酶 Xhol 和 
Bam H 1 双 酶 切 , 使 CPH30 基因 片段 与 pET-28a 的 
酶 切 产 物 连 接 , 构建 出 重组 表达 质粒 pET-28a- 
CPH30。 最 后 将 重组 质粒 转化 和 大肠 杆 菌 感受 态 细 
胞 Escherichia coli B121 , 碱 裂 解法 提取 质粒 后 用 
Xhol 和 Bam HI 进行 双 酶 切 鉴定 。 
1.4 CPH30 蛋白 的 小 量 表达 

重组 表达 质粒 pET-28a-CPH30 转 入 大 肠 杆 菌 
感受 态 E.coli BL21 后 ,在 LB 固体 培养 基 中 涂 布 培 
养 过 夜 , 挑 取 单 菌落 接种 于 20 mL 含 卡 那 霉 素 的 LB 
液体 培养 基 中 ,37% 150 r/min 摇 菌 过 夜 , 待 细胞 生 
长 至 对 数 期 , 取 2 mL 苦 液 加 至 20 mL 新 鲜 LB 培养 
液 中 200 r/min 摇 菌 至 0D。 为 0.6 左右 , 按 1:1000 
(Cwv) 加 入 终 浓度 为 1 molL 异 丙 基 -B-D- 硫 代 半 乳 
糖苷 (IPTC) ，150 xmin ,低温 25% 摇 菌 20 h ,离心 
后 加 100 mL PBS 缓冲 液 重 悬 菌 体 ,加 入 25 pL 
loading buffer 混合 ,者 沸 10 min ,进行 SDS-PAGCE 凝 
胶 电 泳 ,检测 CPH30 蛋白 的 表达 情况 。 
1.5 CPH30 蛋白 的 纯化 

按 小 量 表达 的 条 件 大 量 诱导 表达 重组 蛋白 ,将 
表达 出 来 的 1L 菌 液 离心 经 低温 超声 破碎 ,离心 取 
上 清 。 按 照 美国 CE 公司 的 Ni-NAT matrix 柱 使 用 
说 明 ,将 镍 - 氮 三 乙酸 亲 和 层 析 柱 平衡 好 。 将 离心 后 
的 上 清 液 以 2 mLZmin 的 流速 上 样 。 用 40 mmol/L 
的 咪唑 缓冲 液 洗 掉 非 特异 性 的 蛋白 ,用 300 mmol/L 
咪唑 缓冲 液 洗 脱 以 得 到 目的 蛋白 。 最 后 将 收集 到 的 
目的 蛋白 进行 SDS-PAGE 凝 胶 电泳 检测 。 
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1.6 CPH30 蛋白 免疫 原 性 分 析 鉴 定 
以 家 看 过 敏 的 患者 血清 为 一 抗 ,将 上 述 纯化 获 
得 CPH30 的 进行 SDS-PAGE 凝 胶 电泳, 经 半 干 转 转 
膜 后 进行 Western blot 分 析 ,ECL 曝光 。 验 证 CPH30 
的 免疫 原 性 。 
1.7 家 和 大 CPH30 蛋白 的 B 细胞 抗原 表 位 预测 
运用 DNAStar 软件 的 Protean 模块 ,采用 Chou- 
Fasman 方法 预测 出 CPH30 蛋白 的 二 级 结构 ， 
Karplus-Schulz 方法 预测 出 CPH30 蛋白 的 柔韧 性 ， 
Kyte-Doolittle 方法 预测 出 CPH30 蛋白 的 亲 水 性 ,用 
Jameson-Wolf 方法 分 析 抗 原 性 。 综 合 以 上 结果 分 析 
其 潜在 B 细胞 抗原 表 位 。 


2 结果 


2.1 表达 载体 pET-28a-CPH30 的 构建 和 酶 切 鉴定 
从 NCBI 上 获取 CPH30 的 基因 序列 (GenBank 
登录 号 : NM001173277. 1 ) ,将 合成 的 基因 连接 到 
pET-28a 表达 载体 后 ,用 Xhol 和 BamH 1 双 酶 切 鉴 
定 阳性 克隆 。 核 酸 电 泳 结果 显示 , 酶 切 所 得 的 目的 
基因 片段 与 CPH30 的 cDNA 的 理论 长 度 (633 bp) 
基本 一 致 (图 1), 证 明 表 达 重 组 质粒 pET-28a- 
CPH30 构建 成 功 。 
2.2 CPH30 蛋白 的 表达 和 纯化 
将 pET-28a-CPH30 重组 蛋白 表达 菌 加 入 LB 液 
体 培养 基 扩 培 后 ,用 浓度 为 1 molLL 的 IPGE 低温 诱 
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导 表 达 20 h 后 ,采用 Ni 离子 柱 亲 和 层 析 方 法 纯化 
CPH30 重组 蛋白 ,经 SDS-PAGE 电泳 。 结 果 显 示 ,分 





子 质量 约 为 25 kDa 处 有 外 源 蛋 白条 带 出 现 ,该 条 带 
与 CPH30 的 理论 分 子 质量 基本 相符 (图 2) 。 
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图 1 表达 载体 pET28a-CPH30 酶 切 鉴定 
Fig. 1 Identification of pET28a-CPH30 plasmid 
digested with restriction enzyme 
M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA molecular weight marker; 1: pET28a- 
CPH30 质粒 酶 切 Digestion of pET28a-CPH30 plasmid. 





2.3 ”CPH30 蛋白 免疫 原 性 分 析 

用 22 个 家 看 过 敏 患 者 的 血清 混合 成 的 的 阳性 
血清 和 10 例 正常 人 混合 成 的 阴性 血清 分 别 作 为 一 
抗 进行 Western blot ,结果 显示 :CPH30 重组 蛋白 能 
与 患者 血清 ( 阳性 血清 ) IgE 发 生 特 异性 结合 ,而 与 
正常 人 (阴性 血清 ) 没 有 ,表明 CPH30 具有 良好 的 抗 
原 性 (图 3)。 
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2 家 鼻 蛋 晴 重 组 恒 白 CPH30 表达 纯化 的 SDS-PAGE 分 析 
Fig. 2 Expression and purification of the recombinant protein CPH30 in Bombyx mori pupae 
M: 蛋白 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1: IPTC 诱导 前 的 pET28a-CPH30 的 BL21 菌株 表达 产物 Expression product of pET28a- 
CPH30 without induction by IPTG; 2: IPTG 诱导 后 的 pET28a-CPH30 的 BL21 菌株 表达 产物 Expression product of pET28a-CPH30 after induction 
by IPTG; 3: 超声 破碎 后 上 清 Supernatant after ultrasonication; 4: 超声 破碎 后 沉淀 Sediments after ultrasonication; 5 :纯化 的 目标 蛋白 Purified 














protein. 箭头 指示 目的 蛋白 。The arrow points to the target protein. 
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图 3 家 看 看 肾 CPH30 蛋白 Western blot 结果 图 


Fig. 3 Western blotting analysis of the recombinant protein 














CPH30 in Bombyx mori pupae 
M: 蛋白 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1: 阳性 
清 Positive serum from patients allergic to silkworm pupa proteins; 2 : 
阴性 血清 Negative serum from normal person. 箭头 指示 为 目的 和 蛋白。 


The arrow points to the target protein . 
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2.4 家 乔 CPH30 蛋白 了 细胞 抗原 表 位 预测 

在 蛋白 二 级 结构 中 ,只 有 比较 松散 的 转角 结构 
才 利 于 抗体 结合 ,符合 作为 抗原 表 位 。 和 蛋白 质 的 亲 
水 性 区 域 一 般 暴 露 于 和 蛋白 的 表面 ,利于 抗体 的 结合 ， 
为 抗原 表 位 可 能 区 域 。 蛋 白质 的 柔 蔬 性 大 的 区 域 更 
易 发 生 扭 曲 , 利 于 与 抗体 的 对 合 ,这 些 区 段 成 为 抗原 
表 位 的 可 能 性 较 大 。 综 合用 Chou-Fasman 方法 预测 
的 二 级 结构 、Kyte-Doolittle 方法 预测 的 的 亲 水 性 、 
Karplus-Schulz 方法 预测 CPH30 和 蛋白 的 柔韧 性 和 用 
Jameson-Wolf 法 预测 的 抗原 指数 ,结果 显示 和 蛋白 质 
第 57 -69 和 150 -158 位 氨基 酸 区 段 为 其 潜在 的 B 
细胞 抗原 表 位 (图 4)。 











3 讨论 


家 竺 是 我 国 重要 的 经 济 昆 虫 ,家 短 答 晴 是 作为 
一 种 中 医药 被 《本 草 纲 目 》 等 收录 ( 圳 水 林 等 ， 
2015 ) ,同时 关于 食用 和 奉贤 引发 的 过 敏 时 有 报道 (化 
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国 胜 和 毛 叶 凤 ,， 1989; Liu et al.，2009 ) 。2014 年 ， 
新 疆 和 田 人 民 医 院 报道 了 一 名 女 学 生 因 食用 看 肾 致 
支气管 哮喘 的 病例 , 该 学 生食 用 油 炸 家 牌 晴 10 余 
个 , 约 羊 小 时 后 自觉 易 痒 流泪, 口 周 发 飞 ,恶心 , 哎 
吐 等 症状 ,诊断 为 过 敏 性 哮喘 ( 余 翔 , 2014) 。 李 维 
中 等 (2014) 用 家 看 看 肾 提 取 液 对 Balb/e 小 鼠 进行 
皮下 注射 致 敏 ,并 用 多 次 滴 锚 的 方法 成 功 建 立 了 小 
鼠 哮 喘 模 型 ,表现 出 了 哮喘 相应 症状 。 

2007 年 ,深圳 大 学 研究 人 员 选 用 家 看 过 敏 患者 
阳性 血清 进行 免疫 印迹 ,发 现 家 各 1 -4 龄 幼虫 均 显 
示 出 82 和 79 kDa 的 特异 性 变 应 原 ,但 只 有 5 龄 幼 
虫 的 30 kDa 重 白 为 特异 性 变 应 原 ,表明 家 在 不 同时 
期 抗原 成 分 有 所 变化 (刘志刚 等 ,2007) 。 家 和 蛋 5 龄 
幼虫 结 革 成 晴 , 提示 乍 晴 中 也 可 能 存在 30 kDa 特异 
性 变 应 原 。 然 而 ,目前 国内 外 对 于 30 kDa 家 看 师 变 
应 原 蛋 白 具 体 组 分 的 研究 不 清晰 。 本 课题 组 前 期 通 























图 4 家 大 在 肾 CPH30 和 蛋 
Fig. 4 The B cell epitope analysis of CPH30 protein in Bombyx mori pupae 
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过 蛋白 组 学 方法 分 析 鉴 定 出 家 看 看 肾 CPH30 和 蛋白 
为 可 能 过 敏 原 ,并 合成 该 基因 ,将 其 目的 基因 连接 到 
pET28 载体 构建 其 表达 载体 ,最 后 成 功 将 其 转化 到 
大 肠 杆菌 Rosetta。 通 过 小 量 表达 摸索 出 CPH30 的 
表达 条 件 , 按 小 量 表达 条 件 大 量 表 达 该 蛋白 ,最 后 通 
过 镍 亲 和 层 析 成 功 获得 高 纯度 的 CPH30 和 蛋白。 用 
22 份 家 在 过 敏 患 者 混合 血清 与 重组 蛋白 CPH30 孵 
育 进行 Western blot, 结 果 表 明 重 组 的 CPH30 蛋白 能 
和 家 看 过 敏 患 者 血清 中 的 IgE 结合 ,说 明 重 组 的 过 
敏 原 具 有 免疫 原 性 。 本 实验 结果 可 以 证 明 CPH30 
是 家 看 过 敏 原 的 重要 组 分 ,并 进一步 分 析 了 其 潜在 
抗原 表 位 ,这 为 家 在 过敏 引发 的 疾病 的 诊断 及 疫苗 
免疫 治疗 奠定 了 一 定 的 理论 基础 。 
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